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RESUMO

As pesquisas com licopeno tém sido intensificadas uma vez que o consumo de alimentos ricos neste caroteno, como tomate e seus
produtos, tem sido associado com o menor risco de desenvolvimento de cancer de prostata. Os objetivos deste trabalho foram (1)
desenvolver e otimizar um método para extracao de licopeno a partir de descarte de tomate, (2) utilizar este método na obtencao de
licopeno a partir de diferentes coletas de tomate, (3) obter cristais de licopeno puro e (4) acompanhar o processo de purificacao de
licopeno por cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna C,,. O método desenvolvido e otimizado através de planejamento
experimental fatorial para a obtencao de licopeno consistiu de uma etapa preliminar para retirada de agua do tomate, com 4 extracoes
de 30 minutos, cada uma com 30mL de etanol, seguido por 4 extragcoes de 120 minutos com acetato de etila e relagdo massa/volume
de 1:0,7. O teor de carotenéides médio (calculado como licopeno) obtido de 6 lotes de tomate foi de 59,2 + 21,8ug/g. Através de duas
cristalizacoes sucessivas obteve-se licopeno com 98% de pureza. A analise por CLAE mostrou a presenca de tracos dos isémeros 5-cis,
5-cis, 5'-cis- e 13-cis-licopeno no cristal de licopeno.
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SUMMARY

PRODUCTION OF LYCOPENE CRYSTALS FROM TOMATO WASTE. Over the past few years, research regarding lycopene has intensified
since the consumption of lycopene rich foods such as tomato and tomato products has been associated with reduced risks of developing
prostrate cancer. Thus the objectives of this research were (1) develop and optimise methodology for the extraction of lycopene from
tomato waste, (2) use the methodology to obtain lycopene from different tomato batches, (3) produce high purity lycopene crystals and
(4) follow the purification process of lycopene using high performance liquid chromatography on a C,;, column. The method developed
to obtain lycopene from tomato residue, and optimised using a factorial experimental design, consisted of a preliminary water removal
step with four 30-minute extractions, each with 30mL ethanol, followed by four 120-minute extractions with ethyl acetate, each
extraction with a mass/volume ratio of 1:0.7. The mean carotenoid content (calculated as lycopene), obtained from 6 tomato pickings,
was 59.2 + 21.8ug/g. Lycopene with 98% purity was obtained from two successive crystallisation processes. HPLC analysis showed the

presence of traces of the 5-cis-, 5-cis,5'-cis- and 13-cis-lycopene isomers in the lycopene crystal.
Keywords: lycopene; tomato waste; extraction; microscopy; high performance liquid chromatography.

1 -INTRODUCAO

Os carotenodides sao pigmentos naturais, com co-
loracéo variando do amarelo ao vermelho, que tém sido
largamente utilizados como corantes em alimentos,
bebidas, cosméticos e racdes animais. Além disso, es-
tes pigmentos possuem comprovada atividade de vita-
mina A e existem evidéncias de outras propriedades
biologicas, terapéuticas e preventivas de varios tipos
de disturbios e enfermidades em humanos [20, 33]. Nos
altimos anos, o interesse por licopeno tem aumenta-
do, uma vez que o consumo de alimentos ricos neste
caroteno, como tomate e seus produtos, bem como al-
tas concentracdes de licopeno no sangue foram asso-
ciadas ao menor risco de desenvolvimento de cancer de
prostata [12, 14, 15, 24].

As principais fontes industriais de carotendides sao
a sintese quimica e a extracao a partir de plantas, como
urucum (Bixa orellana), e da microalga Dunaliella salina.
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Varias empresas comercializam alguns padroes de ca-
rotendides para fins analiticos. Entretanto, estes pa-
droes possuem um alto custo e vida-util reduzida, uma
vez que apos abertura da embalagem ocorre formacao
de isomeros e produtos de oxidacao devido ao longo
sistema de ligacdes duplas conjugadas presente nos
carotenoides [6].

Os trabalhos encontrados na literatura, em sua
maioria, enfocam a extracao e analise quantitativa de
carotendides, geralmente realizada em equipamentos
de pequeno porte, como liquidificador, homogeneizador
e agitador para ruptura mecanica, utilizando pequena
quantidade de amostra e acetona como solvente para
extracao de licopeno [17, 18, 28, 29].

CEREZAL & PINERA [8] relataram diferentes méto-
dos de obtencao de carotendides a partir de residuos
de frutas citricas, utilizando solventes organicos (ace-
tona ou hexano) ou d-limoneno, seguida ou nao de
saponificacdo, neutralizacdo com fosfato acido de po-
tassio e precipitacao com iso-propanol ou cromatogra-
fia de coluna aberta de permeacao em gel. Dependendo
do residuo utilizado, o rendimento variou de 23 a 100%.

Extracao seletiva em duas etapas, a 50°C em
“shaker”, de carotendides e compostos de pungéncia
(capsaicinéides) a partir de pimenta seca moida foi ava-
liada por SANTAMARIA et al. [26]. Na primeira etapa,
com 30% de etanol aquoso, foram extraidos 62% de
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capsaicinéides e houve pequena remocao de carotenoi-
des (1,4%). Na extracao subsequiente com etanol co-
mercial foram recuperados 26% de capsaicinéides e 70%
de carotenoéides. Quando foi realizado um pré-tratamen-
to com enzimas celuloliticas e pectinoliticas houve um
aumento para 83% na recuperacao de carotenoéides.

Extracao de licopeno com o6leo de girassol a partir
de residuos do processamento de pasta e de suco de
tomate previamente submetidos a tratamento térmico
(100-125°C) e saponificacao com hidréxido de potassio
etandlico, foi descrita em uma patente russa [13].

Diante dos fatos expostos acima e considerando
que o descarte de vegetais e frutas na CEASA — Campi-
nas (Centrais de Abastecimento de Campinas S/A) atin-
ge em média 7,8 mil toneladas/ano, este trabalho teve
como objetivos (1) desenvolver e otimizar um método
simples para extracao de licopeno a partir de descarte
de tomate, (2) utilizar este método na obtencao de
licopeno a partir de diferentes coletas de tomate, (3)
obter cristais de licopeno com alto grau de pureza atra-
vés de procedimento de baixo custo e (4) acompanhar o
processo de purificacdo de licopeno por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna C,,.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

As amostras de descarte de tomate (=5 Kg) foram
coletadas na CEASA-Campinas, Brasil, apés uma pré-
separacdo manual de jornais, caixas, outros materiais
reciclaveis e organicos, durante o periodo de junho de
2002 a marco de 2003, totalizando 6 lotes.

2.2 - Medidas fisico-quimicas

Apos a esterilizacao dos tomates (121°C/15min) a
amostra foi homogeneizada, colocada em cubeta (2cm)
e realizada avaliacdo de cor em colorimetro Hunter (mo-
delo ColorQuest II) com calibracao RSIN (Reflectancia
Especular Incluida), iluminante D65 e angulo de ob-
servacao de 10°, utilizando-se a escala CIELAB. Foram
realizadas seis leituras de cor de cada amostra e calcu-
lada a média e o desvio padrao dos parametros lumino-
sidade (L*), indice de saturacido vermelho (a*) e indice
de saturacao amarelo (b*). Os valores de Chroma e hue
foram calculados segundo ARIAS et al. [2].

As medidas de pH foram realizadas em pHmétro
Tecnal (modelo Tec-2); os valores de °Brix foram obti-
dos em refratometro Atago (modelo 8572) e corrigidos
utilizando-se a tabela de correcdo de temperatura para
20°C. Todas as analises foram realizadas em triplicata,
de acordo com a AOAC [1].

2.3 - Obtencédo do extrato rico em licopeno

2.3.1 - Retirada de agua

Testes preliminares mostraram a necessidade de
um pré-tratamento para retirada da agua presente no

tomate antes da extracdo dos carotenodides. Através de
um planejamento fatorial completo 2%, com pontos cen-
trais, testou-se tipo de solvente (metanol e etanol),
volume de solvente (30 e 60mL), bem como tempo (30 e
60min) e numero de extracoes (2 e 4) para que o extra-
to final ficasse livre de agua. Esta etapa foi realizada
em mesa agitadora (Tecnal, TE-140) a temperatura am-
biente, utilizando 30g de amostra. O alcool contendo
agua foi descartado.

A retirada de agua foi seguida de extracao com ace-
tato de etila e concentracdo em evaporador rotatoério
(T < 35°C), verificando-se a presenca ou nao de agua
residual no extrato. A resposta, percentual de agua
no extrato, foi determinada por diferenca de peso, an-
tes e apds secagem do extrato (110°C em estufa até
peso constante).

Todos os experimentos foram conduzidos em du-
plicata.

2.3.2 - Extracao de licopeno

Apoés testes preliminares, verificou-se que os sol-
ventes com maior potencial de extracao de licopeno fo-
ram diclorometano, acetona e acetato de etila. Porém,
para verificar as variaveis significativas na extracao de
licopeno foram utilizados como solventes o acetato de
etila e etanol comercial, tendo em vista que o dicloro-
metano é um solvente clorado, e, assim como a aceto-
na, controlado pela Policia Federal no Brasil. Na época
do desenvolvimento deste trabalho, o acetato de etila
nao era controlado. A escolha do etanol se deve ao seu
baixo custo no Brasil.

Foram realizados dois planejamentos fatoriais fra-
cionarios 2*!, um utilizando acetato de etila como sol-
vente de extracdo e outro etanol, para verificar os efei-
tos de alguns fatores na concentracao do extrato rico
em licopeno (Tabela 1). Todos os experimentos foram
conduzidos em duplicata em mesa agitadora (150rpm) a
temperatura ambiente.

TABELA 1. Fatores e niveis estudados na etapa de extracao
de licopeno.

Niveis
Fatores
-1 +1
Numero de extragdes 2 4
Esterilizagao com sem
Relacdo massa de tomate/volume de solvente 1:0,7 1:2

Tempo de extragéo 30 min*/20h** 120 min*/24h**

*tempo de extracao com acetato de etila
**tempo de extracao com etanol

Para otimizacao das condicoes de extracao foi, pos-
teriormente, realizado um planejamento 22 completo
com pontos centrais e axiais somente com os fatores
significativos.

A quantificacdo dos extratos foi realizada em es-
pectrofotometro Beckman (modelo DU-70) através da
leitura no comprimento de onda de maximo de absor-
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cao em éter de petroleo e a concentracdo de licopeno
foi calculada utilizando absortividade de 3450 [9].

2.4 - Purificacdo do extrato rico em licopeno

Devido ao alto custo das fases estacionarias para
cromatografia, escolheu-se a cristalizacdao como méto-
do para purificacao de licopeno.

O extrato foi dissolvido em diclorometano/etanol
(1:4) a temperatura de 50-60°C, colocado em banho de
gelo para abaixamento gradual da temperatura e em
seguida levado ao freezer por uma noite para a forma-
cao dos cristais. Os cristais foram filtrados em papel
Whatman Chr 3mm, lavados com etanol gelado, e se-
cos em estufa a vacuo a temperatura ambiente. O pro-
cedimento de cristalizacao foi novamente realizado para
obtencao de cristais com maior teor de pureza.

2.5 - Andlise de carotenédides por CLAE

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta efi-
ciéncia com sistema quaternario de bombeamento de
solventes (Waters, modelo controller 600), detector de
arranjo de diodos (Waters, modelo 996), injetor
“Rheodyne” com al¢a de amostra de 20uL, forno exter-
no com controle de temperatura, desgaseificador “on
line” e sistema de aquisicao e processamento de dados
Millenium (Waters, versdao 3.05.01). Os espectros fo-
ram adquiridos entre 250 e 600nm e os cromatogramas
processados no comprimento de onda maximo (A__) de
cada carotenoide.

Os carotenoides foram separados em coluna C,
polimérica da marca YMC (3um, 250 x 4,6mm) com MeOH
(0,1% trietilamina (TEA))/éter t-metil butilico (TBME)
(50:50) em modo isocratico a 1mL/min como fase mével
e temperatura da coluna mantida a 33°C.

Todos os solventes utilizados foram grau cromato-
grafico e previamente filtrados em sistema Millipore de
filtracao a vacuo, com membrana para solvente organi-
co de 0,45um. Todas as amostras foram filtradas em
membrana de polietileno com 0,22um de poro.

A caracterizacao dos carotendides foi baseada nos
seguintes parametros: (1) ordem de eluicdo na coluna
C,,» (2) comparacao das caracteristicas dos espectros
no UV-visivel (A ., grau de estrutura fina (%III/II) e
intensidade do pico cis (%A,/A,)) com dados da litera-
tura [7, 19, 23] e (3) comparacdao com padroes de all-
trans-y-caroteno, all-trans-f-caroteno, 5-cis-, 9-cis-, 13-
cis- e all-trans-licopeno cedidos pela Roche Vitamins
(Suica).

2.6 - Andlises microscoépicas

2.6.1 - Microscopia é6ptica

Amostras de cristais de licopeno natural e licopeno
sintético (Roche Vitamins) foram montadas individual-
mente sobre laminas, em o6leo de silicone, 6leo de
imersao ou a seco e cobertas com laminula e observa-
das ao microscopio optico (Carlzeiss, modelo Jenaval),
sob luz normal ou polarizada.

As imagens geradas no microscopio optico foram
capturadas por camera utilizando-se o Software Global
Lab Image 3.0.

2.6.2 - Microscopia eletronica de varredura

As amostras mencionadas acima foram aspergi-
das sobre fita metalica adesiva de dupla face, coloca-
das sobre suportes metalicos e recobertas com ouro
(240s/40mA) em metalizador a vacuo (Balzers). As
micrografias foram obtidas no microscépio Jeol, mo-
delo T-300, sob aceleracdo de 15KV através de captu-
ra de imagem.

2.7 - Andlise estatistica

Os planejamentos experimentais foram analisados
pelo programa Statistica 5.0 [31].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Condicdes otimizadas para obtencdo do ex-
trato rico em licopeno

Os resultados do planejamento experimental fato-
rial, apresentados na Tabela 2, mostraram uma eficién-
cia de 1 a 75% na retirada de agua do tomate.

Dos fatores avaliados, o volume de solvente e tem-
po de extracao nao tiveram efeito significativo na res-
posta (Tabela 3), e consequientemente foram fixados nos
seus niveis inferiores. Por outro lado, o efeito do tipo
de solvente e numero de extracodes foi significativo,
sendo o etanol e 4 extracdes as melhores condicoes
para retirada de agua, como pode ser verificado nos en-
saios 6, 8 e 14 (Tabela 2).

TABELA 2. Condicdes experimentais do planejamento fato-
rial completo e respostas para a etapa de retirada de

agua.
Fatores Respostas
Ensaios Volume de Numero de Tempo de
Solvente R1 R2
solvente (mL) extracdes extragdo (min)

1 MeOH 30 2 30 94,5 94,4
2 EtOH 30 2 30 96,3 95,0
3 MeOH 60 2 30 94,2 94,9
4 EtOH 60 2 30 91,4 88,3
5 MeOH 30 4 30 84,0 81,7
6 EtOH 30 4 30 25,5 26,3
7 MeOH 60 4 30 39,6 43,5
8 EtOH 60 4 30 35,7 32,8
9 MeOH 30 2 60 97,4 95,9
10 EtOH 30 2 60 98,5 99,0
1" MeOH 60 2 60 96,1 97,2
12 EtOH 60 2 60 94,6 97,7
13 MeOH 30 4 60 41,6 43,3
14 EtOH 30 4 60 27,0 24,8
15 MeOH 60 4 60 29,1 28,6
16 EtOH 60 4 60 44,5 44,0
17 MeOH 45 3 45 85,4 84,9
18 MeOH 45 3 4 81,5 82,8
19 MeOH 45 3 45 84,3 83,3
20 EtOH 45 3 45 56,1 55,9
21 EtOH 45 3 45 54,3 55,3
22 EtOH 45 3 45 57,5 56,8

Resposta: % de agua remanescente no extrato.

442 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(3): 440-447, jul.-set. 2004



Obtencao de cristais de licopeno natural, Mercadante & Nunes

TABELA 3. Efeitos dos fatores na etapa de retirada de agua

do tomate.
Efeitos p
Solvente -13,65* 0,00
Volume de solvente (mL) -4,56 0,15
Numero de extragbes -54,60* 0,00
Tempo de extragéo (min) -3,66 0,25

*p<0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianca)

Portanto, nos niveis estudados, as melhores con-
dicoes de retirada de agua do tomate foram obtidas
quando foram realizadas 4 extracoes de 30 minutos cada,
utilizando 30mL de etanol por extracao.

HAKALA & HEINONEN [17] adicionaram Na,SO,
como dessecante junto com os solventes testados, éter
de petréleo e acetona, para extrair licopeno de puré de
tomate. Entretanto, os autores ndo mencionaram a
quantidade de dessecante acrescentada.

Quanto a extracdo de licopeno, através dos resul-
tados obtidos a partir dos planejamentos experimen-
tais fracionarios 2*! (Tabela 4), foi possivel verificar que
a concentracao de licopeno variou de 30,4 a 114,4ug/g,
quando acetato de etila foi utilizado como solvente e
de 2,6 a 14,6ug/g com etanol, mostrando que a extra-
cao com acetato de etila foi significativamente mais efi-
ciente.

TABELA 4. Condi¢des experimentais dos planejamentos
fatoriais fracionarios e respostas para a etapa de extra-
cao de carotendides com etanol e acetato de etila.

Fatores Respostas®  Respostas ~
. Tempo de
Ensaios  N°. de Relagao

. Esterilizagdo extracdo R1 R2 R1 R2

extragdes massa/volume b

min® ou horas
1 2 Sim 1:0,7 30° ou 20° 304 313 2,6 2,7
2 4 Sim 1:0,7 120° ou 24° 114,4 1025 82 7.4
3 2 Nao 1:0,7 120° ou 24° 46,5 472 5,00 4.8
4 4 Né&o 1:0,7 30° ou 20° 537 501 60 57
5 2 Sim 1:2 120° ou 24° 852 838 8,0 79
6 4 Sim 1:2 30% ou 20° 529 551 10,8 10,3
7 2 Né&o 1:2 30° ou 20° 441 457 71 68
8 4 Nao 1:2 120° ou 24° 589 568 143 146

aExtracao com acetato de etila.
PExtracao com etanol.
Resposta: concentracao (ug/g) de carotenoides totais, calculada como licopeno.

Quando etanol foi utilizado para a extracdo, todos
os fatores no nivel superior acarretaram aumento sig-
nificativo na concentracao de licopeno (Tabela 5), como
mostram os ensaios 2, 6 e 8 da Tabela 4.

Para a extracdo com acetato de etila, o tempo e o
numero de extracoes foram também significativos (Ta-
bela 5) levando a um aumento na concentraciao de
licopeno quando em seu nivel superior (ensaios 2 e 8
da Tabela 4). A relacao massa/volume nao apresentou
efeito significativo.

O uso de esterilizacao também teve um efeito sig-
nificativo implicando em maior extracdo de licopeno,
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tanto com acetato de etila como com etanol (Tabela 5).
Este fato ja era esperado uma vez que o processamen-
to térmico pode ocasionar a ruptura da parede celular e
consequiente reducao das forcas de interacdo entre o
licopeno e a matriz tecidual, tornando o pigmento mais
acessivel a extracao [30].

TABELA 5. Efeitos dos fatores para a etapa de avaliacao das
condicoes de extracdo de carotenodides utilizando aceta-
to de etila ou etanol.

Etanol Acetato de etila

Efeitos p Efeitos p
N° extragbes 4,05* 0,00 16,28 0,07
Esterilizagdo 0,81 0,06 -19,07* 0,04
Relagdo massa/volume 4,68* 0,00 0,79 0,92
Tempo (min) 2,28* 0,00 28,99* 0,00

* p<0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianca)

A extracao foi otimizada através de um novo plane-
jamento fatorial completo 22 aumentando o ntmero de
extracoes e o tempo de cada extracao (Tabela 6), sendo
fixados os fatores nao significativos em seus niveis
inferiores (relacdo massa/volume de 1:0,7 e uso de
esterilizacao) e acetato de etila como solvente de ex-
tracao.

TABELA 6. Condicoes experimentais do planejamento fato-
rial completo e respostas para a etapa de otimizacao da
extracdao de carotendides com acetato de etila.

Fatores Respostas
Ensaios Tempo de Numero de
extragdo (min) extragcdes R1 R2
1 60 2 48,55 52,03
2 180 2 84,93 81,59
3 60 6 83,77 83,04
4 180 6 100,43 92,90
5 50 4 47,75 49,56
6 205 4 80,87 87,39
7 120 1 27,93 26,99
8 120 7 110,4 108,12
9 120 4 100,43 95,51
10 120 4 104,06 104,93

Resposta: concentracao (ug/g) de carotenoides totais, calculada como licopeno.

Na curva de nivel, apresentada na Figura 1, pode-
se verificar trés pontos na regiao 6tima de extracao de
licopeno. Estes pontos 6timos apresentam diferentes
condicoes: 4 extracdes de 120 minutos, 7 extracoes de
120 minutos e 6 extracdoes de 180 minutos, obtendo-se
cerca de 100ug de licopeno/g de tomate esterilizado.
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Consequientemente, foi escolhido, como a melhor con-
dicao, o uso de 4 extracdes de 120 minutos, tendo em
vista o menor tempo total de analise e o menor gasto

de solvente.
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Bl acima 50

FIGURA 1. Curva de nivel para a concentracao de carote-
noéides totais (ug/g), em funcdo do nuimero de extracoes
e tempo de extracao.

Nao foi possivel comparar a eficiéncia do método
desenvolvido no presente estudo com a literatura, pois
nenhum dos métodos disponiveis para obtencao de
licopeno foi desenvolvido através de planejamentos
fatoriais. Cabe esclarecer que o objetivo deste trabalho
foi obter maior quantidade de licopeno com o menor
gasto de solvente. Deste modo, em nenhum momento
foi feita extracao exaustiva de carotenédides, e a maior
parte das xantofilas foi descartada com o etanol na etapa
de retirada de agua.

TEMPO DE EXTRAGAO (min)

3.2 - Cristais de licopeno

As Figuras 2 e 3 apresentam, respectivamente, os
cromatogramas do extrato rico em licopeno e dos cris-
tais obtidos ap6s a 1* e 22 cristalizacdo. A Tabela 7 mos-
tra a identidade dos picos presentes nestas figuras.

0,20

0,15

0,10

0,05

Resposta detector (UA)

205

FIGURA 2. Cromatograma obtido por CLAE do extrato rico
em licopeno. Condigdes: coluna C,; YMC, fase movel
MeOH (0,1% TEA)/TBME (50:50), fluxo de 1mL/min e
temperatura da coluna de 33°C. Processamento no A

Tempo (min)

‘max

A identidade dos picos esta apresentada na Tabela 7.
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FIGURA 3. Cromatograma, obtido por CLAE, dos cristais de

licopeno apds: a- 12 cristalizacao, b- 22 cristalizacao. Con-

dicoes: coluna C

30°

fase movel MeOH (0,1% TEA)/TBME

(50:50), fluxo de 1mL/min e temperatura da coluna de
33°C. Processamento no A . A identidade dos picos
esta apresentada na Tabela 7.

TABELA 7. Principais caracteristicas, obtidas por CLAE,

dos carotenodides presentes no extrato rico em licopeno

e nos cristais de licopeno.

N° pico”  Carotendides tr (min) Amax (nm)b %l % As/An
mistura 3,5 385, 405, 429 - -
2 mistura 4,0 431, 454, 485 - -
3 n&o identificado 4.1 404, 424, 448 20 0
4 mistura 4,2 403, 428, 452 - -
5 n&o identificado 4,3 411, 433, 460 57 0
6 cis-fitoflueno 4,4 332, 347, 365 58 -
7 fitoflueno 4,7 332, 347, 365 71 -
8 n&o identificado 4,9 277, 344, 434, 456 25 20
9 n&o identificado 5,0 343, 412, 435, 463 61 15
10 ndo identificado 5,1 339, (423), 449, (471) 0 39
1 all-trans-B-caroteno 5,8 (423), 452, 479 27 0
12 all-trans--caroteno 6,4 345, 433, 457, 487 70 0
13 mistura 6,5 337, (416), 447, 474 - -
14 15-cis-licopeno 11,2 359, 443, 468, 500 50 75
15 all-trans-y-caroteno 1,5 349, 435, 460, 489 50 0
16 13-cis-licopeno 12,5 359, 440, 465, 496 48 52
17 9-cis-licopeno 18,1 361, 440, 466, 498 69 13
18 5-cis,5'-cis-licopeno 19,3 361, 445, 471, 503 65 8
19 all-trans-licopeno 30,4 362, 446, 472, 503 74 6
20 5-cis-licopeno 31,2 362, 446, 472, 503 74 6
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“Numeracao de acordo com os cromatogramas das Figuras 2 e 3.
b Solvente: metanol (0, 1%trietilamina)/éter tert-metil butilico (50:50).
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Os isomeros 15-cis- (pico 14), 13-cis- (pico 16), 9-
cis- (pico 17) e 5-cis-licopeno (pico 20) foram identifica-
dos por comparacao da ordem de elui¢ao em coluna C,,
com a literatura [10, 21, 25], e dos A e forma do es-
pectro com dados previamente relatados [19, 23, 27]. A
identidade destes isomeros foi confirmada com padroes.

Comparando as informacoes do espectro de absor-
cao com a literatura [27] e considerando que a intensi-
dade do pico cis € menor para os isdbmeros em posicao
proxima dos grupos terminais, o pico 18 foi tentativa-
mente identificado como 5-cis,5'-cis-licopeno. A medida
que a intensidade do pico cis vai aumentando (Tabela 7),
a isomeria esta provavelmente localizada mais ao cen-
tro da cadeia poliénica, como nos isémeros 9-cis- (pico
17), 13-cis- (pico 16) e 15-cis-licopeno (pico 14).

O all-trans-B-caroteno (pico 11) e all-trans-y-carote-
no (pico 15) apresentaram caracteristicas espectrais si-
milares as relatadas na literatura [7, 23] e as dos pa-
droes auténticos, inclusive o mesmo tempo de retencao.
As propriedades dos espectros do all-trans-d-caroteno
(pico 12) e do all-trans-fitoflueno (pico 7) foram similares
as encontradas por BRITTON [7]. Como esperado para
carotenodides com 5 ligacdes duplas conjugadas, o cis-
fitoflueno (pico 6) apresentou A___igual ao isomero trans
e menor grau de estrutura fina.

Utilizando coluna C,;, de 4 a 10 isomeros cis de
licopeno foram separados em varios trabalhos [4, 5, 11],
entretanto, com excecao do all-trans-licopeno [4, 5, 11]
e do prolicopeno [11], os demais isomeros nao foram
identificados nestes estudos.

No extrato rico em licopeno obtido no presente es-
tudo, o all-trans-licopeno perfez 71% da area dos caro-
tenodides. Apos a 12 cristalizagao, a porcentagem de pu-
reza ficou em torno de 96% e com a 22 cristalizacao
atingiu 98% de pureza, semelhante a pureza do padrao
de licopeno sintético (Roche Vitamins) que foi de 99%.

FIGURA 4. Microscopia 6ptica: a) cristais de licopeno natu-
ral sob luz polarizada, b) cristais de licopeno sintético
sob luz polarizada. Microscopia eletronica de varredura:
c) cristais de licopeno natural, d) cristais de licopeno
sintético. Aumento 800x.
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HAKALA & HEINONEN [17], utilizando Sep-pak de
silica e CLAE com coluna C,, como método de purifica-
cao de licopeno, atingiram 97% de pureza somente apos
a terceira cromatografia semi-preparativa.

Como alternativa a extracao com solventes e puri-
ficacdo, GOMEZ-PRIETO et al. [16] utilizaram CO, com
fluxo de 4mL/min a 40°C sem modificador, obtendo um
extrato com 88% de all-trans-licopeno e 12% de cis-
licopeno a partir de tomate liofilizado.

Tanto os cristais de licopeno natural obtidos neste
trabalho, como os sintéticos, apresentaram formas cris-
talinas irregulares, predominando as formas prismaticas
alongadas. Os cristais sintéticos atingiram cerca de
3,25um (Figuras 4b e 4d) e os naturais chegaram a me-
dir 1,75um (Figura 4c), mas nestes predominaram cris-
tais com tamanho abaixo de 1um (Figura 4a).

3.3 - Teores de licopeno em descarte de tomate

Nas amostras de descarte de tomate cru os valores
meédios de pH variaram de 4,41 a 4,61 e entre 4,32 e
4,50 para as amostras esterilizadas. Os valores de °Brix
ficaram entre 3,8 e 4,0 para ambas as amostras. Estes
valores se encontram dentro da faixa de pH (4,4 a 4,6) e
°Brix (3,8 a 4,6) reportada para tomate cru [32].

Através dos valores apresentados na Tabela 8 pode-
se verificar uma variacao de 28,4 a 93,5ug/g na con-
centracao de carotenodides totais (calculado como lico-
peno) entre os 6 lotes de amostras coletados no
periodo de 10 meses. O teor muito menor de licopeno
da amostra coletada em marco pode estar relacionado
a alta precipitacdo pluviométrica ocorrida nos 3 me-
ses anteriores (CEPAGRI, comunicacao pessoal). Em-
bora seja comprovado que a concentracao de carote-
noides varia em funcido da variedade/cultivar, época
do ano e localizacao geografica [3, 18, 22], nao € possi-
vel fazer esta relacao no presente estudo uma vez que
foi utilizado descarte de tomate onde nao ha qualquer
controle destas variaveis.

O teor médio de carotendides, obtido no presente
estudo, 59,2 + 21,8ug/g, foi maior do que o encontrado
em tomate (41,4 = 20,1ug/g) cultivar Santa Cruz co-
mercializado em Campinas, Brasil [32]. YANG et al.
[34] encontraram teor de 26,1ug/g em tomate verme-
lho. A concentracdo de licopeno em tomate analisado
na Finlandia variou de 38 a 66ug/g no periodo de ve-
rao, enquanto no periodo de outubro a marco (outono)
os teores encontrados foram de 26 a 31ug/g [18]. Cabe
lembrar que nestes trés trabalhos a extracao foi quan-
titativa, enquanto que em nosso estudo a extracao
nao foi exaustiva.

Os valores de parametros de cor dos tomates este-
rilizados estdao apresentados na Tabela 8. No presente
estudo, o parametro a* foi o que apresentou as mais
altas correlacdes com a concentracao de licopeno (0,84),
quando utilizada regressao linear e 0,86, quando utili-
zada regressao exponencial. A correlacdo entre teor de
licopeno e os valores dos demais parametros foi menor
que 0,80, tanto para regressao linear como exponencial.
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TABELA 8. Teores de licopeno (ug/g) e parametros Cielab de cor dos tomates esterilizados coletados em diferentes épocas

do ano.

Periodo de coleta das licopeno

amostras (10/g)* L* a* b* a*/b* (a*/b*)? Chroma hue

Junho 67,0+2,8 37,1+0,4 20,3+ 0,4 16,1+ 0,7 1,3+0,1 16+0,2 259+0,5 1,0£0,1
Agosto 61,0+2,3 36,9+0,4 19,8 £0,7 17,3+ 0,8 1,1+0,1 1,3+£0,2 26,3+0,5 0,8+0,1
Outubro 59,6 + 1,1 37,1+£0,5 18,6 £ 1,0 16,7+ 0,8 1,1+0,1 1,2+0,0 25,0+ 1,1 0,8+0,1
Dezembro 457 £ 1,4 38,0+0,5 17,4+ 0,9 16,3+ 0,8 1,1+0,1 1,1+0,0 23,8+0,2 0,7+0,1
Janeiro 93,56+0,3 39,0+0,3 20,7+ 0,6 17,7£0,6 1,2+0,1 1,4+0,2 27,2+0,3 0,9+0,1
Margo 28,4+9,5 41,1+£0,4 16,6 £ 0,7 19,1+£0,7 0,9+0,1 0,8+0,0 253+0,5 0,5+0,1

aMédia e desvio padrao de duplicatas.

Em estudos com tomate in natura, foi obtida uma alta
correlaciao (0,92) entre os valores de cor razdo a/b e con-
teudo de licopeno em tomate [34]. Correlacoes semelhan-
tes foram encontradas para L* (0,93), a* (0,96), a*/b* (0,96)
e conteudo de licopeno (medido por CLAE), utilizando re-
gressao exponencial, em tomate hidroponico [2].

4 - CONCLUSOES

No presente estudo, um método simples foi desen-
volvido e otimizado através de planejamento experimen-
tal fatorial para extracao de licopeno a partir de toma-
te, consistindo de uma etapa prévia para retirada de
agua com 4 extracoes de 30 minutos cada com 30mL de
etanol, seguido por 4 extracdoes com acetato de etila de
120 minutos cada e relacado massa/volume de 1:0,7. O
teor médio de carotendides (calculado como licopeno)
obtido foi de 59,2 + 21,8ug/g de descarte tomate. Dos
parametros de cor, o indice de saturacao vermelho (a*)
foi o que mostrou melhor correlacao com a concentra-
cao de licopeno.

Utilizando etapa de baixo custo, foi obtido padrao
de licopeno com pureza de 98% através de cristalizacao
e os cristais formados apresentaram formas irregula-
res alongadas e prismaticas. A analise por CLAE mos-
trou a presenca de tracos dos isomeros 5-cis-, 5-cis,5’-
cis- e 13-cis-licopeno no cristal.
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